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1.序 
 V 型 ATPase は，様々な細胞の膜上に存在し，ATP*加水分解と共役したプロトンの輸送によ
り酸性環境を維持する働きを有する．V型 ATPaseは，プロトンを透過する VO部位と，可溶性
モータータンパクの V1部位から構成される(Fig.1 A)．V1部位は，ATPase活性を持つ 3つの
Aサブユニットと，3つの非活性 Bサブユニットが交互に並んだ六量体リング(A3B3)を形成し，
その内部に，回転軸 D・Fサブユニットが接している．六量体リング内には A1B1で構成される
3つの活性ペアが存在し，その接合面には ATP結合部位(Fig.1 B-D内▲印)を有し，ATP加水
分解が連続的に行われる．この加水分解により A3B3の構造変化が起こり，軸を回転させ，VO部
位のプロトン透過を引き起こす． 
 V1部位の ABペアは ATP加水分解過程
に応じて構造変化を起こす．近年
Enterococcus hirae.(E. hirae)由来の
V1-ATPase 高解像度結晶構造が複数解か
れた[1,2]．それらの結晶構造は活性 ABペ
アに結合している基質により，
catalytic dwell(2ATPV1型，Fig.1. B)，
ATP-binding dwell(2ADPV1型,Fig.1. C)，
ADP-release dwell(3ADPV1型,Fig.1. D)
と呼ばれる．活性 AB ペアの構造は，結
合している基質により，ATP加水分解過
程と共役した状態を取っている． 
 
Fig. 1 A. V-ATPase概略図 B.2ATPV1構造 C.2ADPV1構造 D.3ADPV1構造 B-D.は N末端側より描写されており，円弧
は活性ペアを，▲印は ATP結合部位を意味する． Y.Isaka et,al Biophys. J. (2017) in press 
 また一分子観察実験により，E. hirae V1-ATPaseの DFサブユニットの軸観察が観察されて
いる[3,4]．1回転は～ミリ秒のタイムスケールであり，軸の一回転中にサブステップのない 120
度回転が 3 回起こる．この回転の様子は，サブステップを伴う回転運動のある F1-ATPase の
もの[5]とは異なることから，F1とは仔細が異なる回転機構があると示唆されている． 
 これら結晶構造と一分子実験の結果より，軸回転のモデル(村田モデル)が提案されている
[2]．提案されたモデルは 2ATPV1構造を始状態とし，2ADPV1構造，3ADPV1構造を経て，軸の 120回
転を伴い，120度回転された 2ATPV1構造へ戻る．しかし，この結晶構造を単純に繋いだモデル
では軸と Bサブユニットの間に立体障害が存在するため，軸回転中には，A3B3の大きな構造変
化によりこの立体障害を解消する運動が存在すると示唆されている．また，提案されたモデ
ル中に結晶で解かれているような中間状態は軸の回転機構に必須であるか，原子レベルでの
解析が求められている． 
 よって，我々は 120 度回転のメカニズムを明らかにするため，分子動力学シミュレーショ
ン(MD**)により，ABペアの運動と軸との動的な関係を解析した．軸回転のような運動は，全原
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子 MDで取り扱える時間スケールを超えるため，粗視化 MDを導入した．粗視化 MDにはパラメ
ータ依存性が存在するため，Fluctuation matching により全原子 MD の結晶構造近傍の構造
ゆらぎ(RMSF;root mean square fluctuations)***を反映するようなパラメータを決定した．
次に，このパラメータを用い，粗視化 MDで軸の 120度回転(ATP加水分解 1回に対応する)を
再現した．このシミュレーション中では，3つの ABペアの運動と連動し，自発的な中間状態
を経て 120度回転が実現された． 
 
2.計算手法 
・タンパク質のモデリング 
全原子 MDの構造として，2ATPV1(PDBID: 3VR6)と 2ADPV1(PDBID: 5KNB)を用いた．結晶構造中
の欠損残基は MODELLERを用い発生させた．その後，加水分解過程を考慮し，catalytic dwell
に対応する 2ATPV1構造に結合している，ATPアナログである AMP-PNPを ATPに置換した．また，
ATP-binding dwellに対応する 2ADPV1構造に結合している ADPのうち，boundペアに結合して
いる ADPを ATPに置換した．Aならびに Bサブユニットの N末端と C末端は，それぞれが等
長となるように調整した(A:1-586残基，B:4-454残基)．水素原子を CHARMM27/CMAP力場によ
り割り当て，タンパク質から 15Åの距離まで水を発生させた．系には，Na+イオンと Cl-イオ
ンを 150mM追加し，系全体の電荷を中和した． 
・全原子 MD(平衡 MD) 
全原子 MD は前項モデリングで調整した 2ATPV1構造ならびに 2ADPV1構造を初期構造とし，
CHARMM27/CMAP力場と TIP3P水モデルを適用，プログラムは MARBLEを用い，NPTアンサンブ
ル．1 atm，300K，タイムステップ 2fs の条件で，100ns の平衡 MD を行った．解析には 50-
100nsのトラジェクトリを使用し，Cα原子で RMSFと Correlation matrixの解析を行った． 
・粗視化 MD 
 すべての粗視化 MDは CafeMolを用い行った．初期構造には，全原子 MDでの 2ATPV1ミニマイ
ズ構造(結晶構造を緩和させた構造)を使用し，1アミノ酸残基を 1ビーズに代替し，Cα原子
の位置においた．ポテンシャルは，原子相互作用に基づく粗視化モデルである AICGを適用し
た．Fluctuation matching では，CG-MD の温度(TCG)を 150K から 275K まで複数変化させ，
107step の計算を行ない，それぞれ RMSF を計算した．最適な TCGを決定するため，全原子 MD
と，各 TCGでの粗視化 MDの RMSF値との差の二乗を積算し，その総和の平方根をとり，その値
(ΔRMSFAA-CG)が最小であるものを TCGとし，以降の粗視化 MDで採用した． 
 TCGの決定後，軸の 120度回転を取り扱うため，Multiple-Goモデル[6]を用いた．Multiple-
Goモデルは，2つのベイスンを持つモデルである．このベイスンの構築には，回転前 2ATPV1構
造とこれを 120 度回転させた構造を用い，それぞれの構造がベイスンのミニマムとなるよう
構築した．これらのベイスンの間の交点には高いバリアがあるため，そのバリアを低下させ
るパラメータ(Δ)と，ATP加水分解後を模倣するため，ATP加水分解後に対応するベイスンの
ミニマムの位置を下げるパラメータ(energy gap)を設定し，合計 11回の軸回転シミュレーシ
ョンを行った(Δ=800, energy gap=200)． 
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・RMSFと Correlation Matrix 
 各残基の平均ゆらぎの大きさを表すために，RMSFを計算した．RMSFは�〈(𝑅𝑅𝑖𝑖 − 〈𝑅𝑅𝑖𝑖〉)2〉で定義
される．ここで Riは，i番残基の Cα原子座標を，<X>は Xの平均を意味する．RMSF値が大き
いほど，その残基は大きく揺らぐことを意味する． 
 また，残基間の協調運動を見積もるため，Correlation Matrix を計算した．Correlation 
Matrixは次の式で定義される． 
𝐶𝐶𝑖𝑖𝑖𝑖 = < (𝑅𝑅𝑖𝑖−< 𝑅𝑅𝑖𝑖 >) ∙ (𝑅𝑅𝑖𝑖−< 𝑅𝑅𝑖𝑖 >) >
�< (𝑅𝑅𝑖𝑖−< 𝑅𝑅𝑖𝑖 >)2 >∙< (𝑅𝑅𝑖𝑖−< 𝑅𝑅𝑖𝑖 >)2 >  
Riは i番目残基の Cα原子座標を，<X>は Xの平均を意味する．Correlation Matrix値 Cijは，
-1から 1の値を取り，値 1は同方向への運動，0に近い値は無相関の運動を意味する． 
・軸の回転角の見積もり 
 軸の回転角は，Aサブユニットの N末端領域(1-77残基)の重心の 3点を通る平面を定義し，
その平面に Dサブユニットの D31 残基，ならびに E161 残基を投影した．そして，これら 2
点を通るベクトルを定義し，Nステップと N+1ステップのベクトルのなす角を積算した． 
 
3.研究結果と討論 
・Fluctuation matching 
 軸回転のような長い時間スケールのシミュレーションを行うにあたり，粗視化(CG)MDを導
入した．CG-MDのパラメータ依存性は，CG-MDの構造ゆらぎを全原子(AA)MDのゆらぎと一致さ
せる Fluctuation matchingの手法を用い，CG-MDのパラメータを調整することにより解消し
た． 
 具体的には，2ATPV1結晶構造で AA-MDを行い，AA-MDで計算された構造ゆらぎの大きさ(RMSF)
に対し，CG-MD の RMSF が一致するように，CG-MD での温度 TCGを調整した．TCGを 150K から
275K まで変化させ，複数の計算を行い，
RMSF を比較したところ，240K のとき AA-
MD と CG-MD の RMSF 値の一致が良かった
(Fig. 2 インセット)．特にループ構造を
除いた二次構造領域では，両者の RMSF の
一致が良いことから(Fig. 2)，全原子状態
の運動が AA-MDと CG-MDで一致している．
よって以降の CG-MD での計算では，
TCG=240Kを採用した． 
Fig. 2 AA-MDの RMSF(黒)と各温度での CG-MDの RMSF(緑・赤・青)の比較 図中インセットは，各温度での 
ΔRMSFAA-CGを表す Y.Isaka et,al. Biophys. J. (2017) in press. 
・120度軸回転シミュレーション 
 次に，前項で調整した CG-MD のパラメータを用い，軸回転運動を CG-MD で再現するため，
加水分解前後に対応する 2 つの準安定状態を繋いだ Multiple-Go モデルを採用した．
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Multiple-Goモデルに用いた初期構造と，A・Bサブユニットの呼称を Fig. 3に示した． 
Fig. 3 Multiple-Goに用いた初期構造 A.初期構造 B.最終構造 
ABペアはそれぞれ AIBI,AIIBII,AIIIBIIIと定義した Y.Isaka et,al. Biophys. J. (2017) in press. 
 Multiple-Goモデルでのシミュレーションは独立に 11回行い，うち 9回で軸の回転が観測
された．回転したシミュレーションの典型的な軸の回転角の時間変化を Fig. 4 Aに示す．シ
ミュレーションが進むにつれ，軸は 0 度から 120 度まで回転していることがわかる．この運
動はサブステップのない 120度回転であり，一分子実験の結果と一致していた． 
 
Fig. 4 A.時間発展に伴う軸の回転角 B.異なる参照構造(2ATPV1:empty,bound,2ADPV1)からの時間発展に伴う RMSD 
C.AIサブユニットと DN/DC領域との距離の時間発展 D.bindable-like結晶構造(PDBID 5KNB)と CG-MDスナップシ
ョットの重ね合わせ E. AIIIBI間の空間 初期構造を灰色で表記 F.bindable-likeをとるまで，G.bindable-like
構造を取ってからのトラジェクトリの軌跡 トラジェクトリは C 末端領域の重心を描画(A:R475-477,B:E384-
S392,DN1:T20-L29,DN2:K30-Q39,DC:K162-M173) Y.Isaka et,al. Biophys. J. (2017) in press. 
 Multiple-Go モデルでは 120 度回転前後の構造のみを入力に使い，その間の構造には特段
の仮定をおいていない．それにもかかわらず，その間の構造変化は回転に必要と見える特別
な構造変化が観察された．回転中，AIBIペアがどの構造を取っているか調べるため，結晶構造
で見られた 3つの状態からの RMSD値を用いた(Fig. 4 B)．3つの RMSDのうち，最も値が小
さい RMSDの状態がその時点での ABサブユニットの状態を示す．回転前 AIBIペアは empty構
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造をとり，回転後 bound 構造をとる．興味深いことに AIBI ペアは軸回転直前(3520×103～
3565×103ステップ)に，2ADPV1結晶構造で見られる bindable-like構造を自発的にとっていた．
その構造と bindable-like結晶構造の RMSDで 1.36Åであった(Fig 4 C)．Bindable-like構
造は，始点の empty 構造より開いた構造であり，始終点を直接的に繋いだだけでは見られな
い構造であるにもかかわらず，すべてのシミュレーションで bindable-like 構造が観察され
た． 
 Bindable-like 構造の出現は，新たな ATP 結合において必須である．村田らによる X 線結
晶構造解析の結果[1]より，Empty構造のある結晶構造では，ヌクレオチド過剰条件でも ATP結
合部位に電子雲が見られず，対照的に，bindable構造を持つ構造にヌクレオチド過剰状態で
結晶化すると，bound構造へと変化する．これは bindable構造が ATP結合能を有することを
示唆している．よって，bindable構造と極めて類似している bindable-like構造が empty構
造と bound構造の中間に出現することは，新たな ATP結合に必須である． 
 Empty構造から bindable-like構造への構造変化は，emptyペアの分離と，隣接する AIIIサ
ブユニットの協同的な運動により引き起こされる．Fig. 4 Fに，AIBI(図中 青・オレンジ)ペ
アが bindable-like 構造を取るまでのトラジェトリの動きを示した．AIBIペアの bindable-
like 構造への構造変化の過程は，AIIIサブユニットの協同的な運動により引き起こされる．
まず，AIIIBIIIペアが加水分解により少し開き，AIIIサブユニットが外側へ移動する．さらにこ
の時，BIサブユニットも AIIIサブユニットとの C末端相互作用により，同方向へ運動する．こ
れにより，AIBIサブユニット間が開き，bindable-like構造が形成される． 
 AIIIサブユニットの運動は，軸回転のトリガーでもある．軸は N末端(DN)と C末端側(DC)の
2 本のヘリックスで A3B3と接している．AIIIサブユニットが外側へ動く際に，AIIIサブユニッ
トと DCと DNとの相互作用により軸が AIIIサブユニットに引きつけられ傾く．この軸の傾きは
2ADPV1型結晶構造でもみられ，また CG-MDでも自発的な運動として観察された．軸が傾く事に
より，AIサブユニットは内側へ移動し，DNとの距離を保ちながら DCに近づいた(Fig. 4 F)． 
 軸回転は bindable-like構造の出現のみでは起こらず， bindable-like構造を取ったあと，
AIII-BI間に空間が形成され BIサブユニットと軸との立体障害が解消されることが必須であっ
た．Fig. 4 Gに bindable-like形成後のトラジェクトリの軌跡を，Fig. 4 Eに形成された空
間を示した．BIサブユニットが外側へ運動することで立体障害が解消され，DNが形成された
空間に入り込む．この空間は，結晶構造での A-Bサブユニット間の距離 (Abound-Bemptyなど) よ
り広く，最大 28Å程度まで開いた．また，他の回転した 8本のシミュレーションでも空間の
形成が見られた． 
 回転中，AIサブユニットと軸との相互作用様式は，A3B3の構造変化と連動して変化する．ま
ず AIBIペアが empty 構造のとき，AIサブユニットは DNとのみ相互作用を持つ．AIBIペアが
bindable-like構造に変化すると，AIサブユニットは，AIIIサブユニットの運動により傾けら
れた軸の方向へと移動し，DNと DC両方に相互作用を形成する(Fig.4 F)．Fig.4 Cに，AIサブ
ユニットと軸との運動を距離で定量した図を示した．時間経過によって DNとの距離を保った
まま，DCとの距離を縮めている(Fig.4 C 赤→緑)．その後 AIBIは ATP結合によって，bindable-
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like構造から bound構造へと変化し，軸が AIII-BIサブユニット間の空間へ回転することによ
り，さらに DCとの距離を縮め，最終的に DCとのみ相互作用を持つようになった(Fig.4 C 緑
→青)．AIII-BIサブユニット間の空間が形成される直前に，AIと軸との距離は 3ADPV1構造の half-
closedペアの Aサブユニット(Ahalf-colsed)と軸との距離と一致した(Fig.4 C)．Ahalf-closed構造は
DN・DCと相互作用を保持しており，またヌクレオチド結合部位に ADPと SO4イオンが結合して
いる事から，MD 中の運動は，bindable-like に ATP が結合し，閉じる運動によって軸との相
互作用が変化した，と考えられる．AIサブユニットが Ahalf-closedとの同じ距離をとるとき，隣
接する ABペア(AIIIBIII)ペアは，3ADPV1結晶構造の tight-likeペア構造ではなく，むしろ empty
構造に近かった．軸との立体障害を避けるためには，AIIIサブユニットが外側に動き，空間を
形成する必要があるため，3ADPV1結晶構造の 3 つの AB ペアの状態では 120 度軸回転中では存
在しない． 
 軸の順方向への回転は，A3B3の運動に内在している．AIIIBI間に形成される空間は，軸が回
転する方向に形成され，そして軸はその空間を満たすように回転した．つまり，形成された
空間は軸の回転方向を立体的な制約として作用し，軸の順方向への回転を保証する働きを有
する．一分子実験では，古池らにより，軸を短くした F1-ATPaseでも順方向への回転が観察さ
れ[7]，このことは，軸の順方向への回転は A3B3(F1-ATPase ではα3β3)の構造変化に内包され
ている事を示している．また，馬場らによる V1-ATPaseの軸を，コイルドコイル構造を持つ他
のタンパク質に変えても軸が回転した実験結果[8]は，軸と A3B3との化学的・構造的特徴より，
むしろ，A3B3の構造変化が回転を引き起こすことを示している． 
 最後に，CG-MD の結果から得られた運動が結晶状態近傍のゆらぎに内包されている事を確
かめるため，2ATPV1ならびに 2ADPV1結晶構造の AA-MDを行ない，Correlation matrixにより運
動相関を解析した．CG-MDから得られた，CG-MDでの bindable-like構造の出現は，AIIIサブ
ユニットと BIサブユニットの同方向への協同運動により形成された．これは 2ATPV1構造での
tight ペアの Aサブユニット(Atight)と emptyペアの B サブユニット(Bempty)の C 末端領域の協
同的な運動(Fig.5 A)に対応し，AA-MDでも同様に強い運動相関が得られた．さらに，CG-MDで
の AIBIペアが bindable-like構造をとった後に AIIIBI間に空間ができる運動は，AIIIサブユニ
ットと BIサブユニットが非協調的に運動することに対応し，これは 2ADPV1構造での ADP-bound
ペアの Aサブユニット(AADP-bound)と bindable-likeの Bサブユニット(Bbindable-like)の C末端領域
の非協調的な運動(Fig. B)に対応する．2ATPV1構造と 2ADPV1構造の correlation matrixを比較
すると，2ADPV1構造では 2ATPV1構造の correlation matrixよりも淡い赤～白の領域の増加が見
られる．すなわち，運動相関が弱まっている．これらの AA-MDでの結果は，CG-MDで得られた
結果と矛盾しない． 
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Fig. 5 CG-MD中の AIIIBIペアに該当する領域の Correlation matrix (A: 2ATPV1結晶構造・B: 2ADPV1結晶構造) 
図中の緑線内は ABサブユニットがコンタクトしている領域を表す 
Y.Isaka et,al. Biophys.J. (2017) inpress 
 
4.まとめ 
CG-MDシミュレーションにより，V1-ATPaseにおける軸の 120度回転と A3B3サブユニットの
協調的な運動との関係を明らかにした． 
ATP加水分解と関連した回転モデルを新たに提案する(Fig.6)．ヌクレオチドは CG-MD中に
明示的に含まれていないが，結合状態はサブユニットの構造変化より推定した． 
 
Fig. 6 120度回転を伴う ATP加水分解モデル A-Fは 120度回転中(G)に見られる構造に対応する． 
Y.Isaka et,al. Biophys. J. (2017) in press. 
1. ATP加水分解が tightペア(AIIIBIII)で起こり，リン酸が放出される(Fig.6 A and B) 
2. AIIIサブユニットが BIサブユニットと同方向に動くことにより，AIBI間が開く．(Fig.6 B) 
3. AIBI間が開いた事により，empty構造は ATP結合能を持つ bindable-like構造へと変化す
る．(Fig.6 B and C) 
4. AIIIサブユニットと軸との相互作用により，軸が AIIIサブユニット方向へ倒れる．これに
より，AIサブユニットが軸の C末端側ヘリックスに近づく(Fig.6 C)． 
5. Bindable-like構造(AIBI)に ATPが結合し，bindable-like構造から bound構造への構造
変化が行われる．さらに tightペア(AIIIBIII)で ADP放出が起こり，AIIIサブユニットが外
側へ移動する(Fig.6 C and D)． 
6. AIIIサブユニットが外側へ運動することにより，AIIIサブユニットと BIサブユニットとの
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間が離れ空間を形成する．そしてその空間が出来た方向に軸が回転を始める．この空間
により，BIサブユニットと軸との間の立体障害を解消する(Fig.6 D and E)． 
7. AIBIペアの bindable-like構造から bound構造への構造変化中，AIサブユニットと軸との
相互作用の相手が変化する．AIと軸との相互作用様式は，N 末端ヘリックスのみから，N
末端ヘリックスと C 末端ヘリックスの両方に相互作用を持ち，最終的に C 末端ヘリック
スのみへと切り替わる(Fig.6 E)． 
8. 軸の N末端ヘリックスは更に AIIIサブユニットと BIサブユニットの間の空間に入り，120
度軸回転が達成される(Fig.6 F)． 
 CG-MDより，軸回転には 2つの条件が必要となることがわかった．一つ目は，bindable-like
構造の自発的な出現(Fig.6 B and C)，二つ目は，AIII-BIサブユニット間に空間を形成される
こと(Fig.6 D and E)である．特にこの空間は，村田らにより提案されたモデルで問題となっ
た，BIサブユニットと軸との立体障害とを解消するものであった． 
 また，協同的な A3B3サブユニットの構造変化は，軸を順方向へと回転させる鍵である．空
間は軸の順回転方向に形成され，その空間を満たすように，軸は回転する．したがって，空
間は立体的な制約として作用し，軸の順方向への回転を保証する．つまり，軸の回転は，軸
の化学的・構造的な特徴よりも A3B3サブユニットの運動に起因するものである． 
 本研究では，軸の 120度回転必要な協同的なサブユニットの運動を明らかにした．一方で，
ATP加水分解過程において，ヌクレオチドを明示的に扱わなかったため，ヌクレオチド結合や
解離などの課題が残っている．加えて，ATP合成酵素として働く，他の種の V1-ATPase(Thermus 
thermophilus)は，軸が逆回転すると考えられる．この V1-ATPaseを用いる事により，種間の
違いを明らかにすることができるだろう． 
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7.用語集 
*   ATP (adenosine triphosphate) 
生体内に広く分布し，生体反応に関わるヌクレオチドである．その構造はアデニンのリボー
スに 3 つのリン酸分子が結合し，この高エネルギーリン酸結合を利用し，様々な生体反応が
行われる． 
**  MD (molecular dynamics simulation) 
コンピューターシミュレーションの手法の一つ．系に含まれる原子間の運動をニュートン方
程式に基づき計算し，繰り返すことにより系の運動を再現する． 
*** RMSF (root mean square fluctuation) 
平均位置周辺での熱ゆらぎの大きさを表す値．タンパク質では，立体構造を取る領域(ヘリッ
クス・シート)では小さな値を，立体構造を取らない領域(ループ)では大きな値を取る． 
